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Abstract：Skeletal muscle is one of the most important morpho-functional organs, and its atrophy 
causes severe conditions such as muscular dystrophies. RNA interference (RNAi)-based gene therapy 
has been expected as a safe remedy without side effects. However, the rapid degradation of small 
interfering RNAs (siRNAs) and their limited duration of activity require efficient delivery methods. 
Atelocollagen (ATCOL)- or cationic liposome-mediated administration of siRNAs is a promising 
approach to disease treatment, including muscular atrophy. In thie study, we used RNAi to control 
the expression of myostatin, a negative regulator of skeletal muscle formation, for the purpose of 
developing a good as new method to regulate skeletal muscle volume, and report herein that ATCOL- 
or cationic liposome-mediated administration of a myostatin-targeting siRNA into skeletal muscles of 
normal and diseased mice induced a marked increase in muscle mass and a recovery of myofunction. 
We are now trying to examine the effectiveness of systemic administration of cationic liposome-
delivered myostatin-targeting siRNA. Since cationic liposomes delivered siRNA to muscles effectively 
and are safe and cost-effective, they may represent a powerful therapeutic tool for disease treatment, 
including muscular atrophy.
In this review, I would like to summarize about possibility to regulate skeletal muscle volume and 
to develop a new treatment for various muscle disorders by RNAi technique.
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は じ め に
　骨格筋は人体を構成する諸器官の中でも極めて重要
な要素であり，成長発育のみならず種々の病態成立に
も深く関与することが知られている。加齢，筋ジスト
ロフィー，AIDS（後天性免疫不全症候群）などに伴う
骨格筋の種々の退行性あるいは進行性病変は，身体活
動の低下または障害を引き起こすばかりでなく，幼少年
期においては二次的に成長の歪みを惹起し，これが原因
となって身体構造の形態的不均衡を招来する可能性があ
る。なかでも進行性の筋萎縮と筋力低下を主徴とする筋
ジストロフィーは，その原因遺伝子が既に明らかになっ
ているにもかかわらず未だ有効な治療法が確立されて
いない重篤な遺伝性疾患で，全身の自律的な活動を制限
するだけでなく呼吸障害をきたし死の転帰をとることも
ある。日常生活活動の向上・維持といった観点から，特
に最も重症なデュシェンヌ型筋ジストロフィーに対する
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様々な治療法の開発に関する研究が進められ 1-11），生体
における骨格筋量の制御機構が分子レベルで解明されつ
つある。例えば，原因遺伝子であるジストロフィン遺伝
子，あるいは本遺伝子の機能領域のみから成るミニジス
トロフィン遺伝子をアデノ随伴ウィルスベクターに組み
込んだ遺伝子治療や 12, 13），未熟終止コドンを翻訳過程で
読み飛ばし，アミノ酸に対応する終止コドンを別のアミ
ノ酸に対応させることにより正常に近い機能を有するジ
ストロフィン蛋白質の発現を回復させるリードスルー
薬の投与，その他にジストロフィンと類似した構造を有
し，幼若な筋や再生した筋肉にのみ一過性に発現する細
胞骨格タンパク質であるユートロフィンの発現を増強さ
せる試みなどが挙げられる 9-11）。しかしながら，効果の
持続性や遺伝子の大きさ，導入効率，安全性などいくつ
かの問題点が残されており，病因に基づく根本的な治療
法は確立されていないのが現状である。
　骨格筋の発生は，筋肉の前駆細胞である筋芽細胞
（myoblast）が分裂・増殖を繰り返し，次いでそれらが
互いに融合して多核の筋管（myotube）に分化した後，
やがて肥大化して筋線維（muscle fiber）を形成すること
が知られている。この過程はさまざまな成長因子や転写
因子のクロストークによって制御されており 14, 15），特に
transforming growth factor-β（TGF-β），インスリン様成長
因子（IGF：insuline-like growth factor）などがその中心
的役割を担うと考えられている 16, 17）。このように，生体
における骨格筋量制御のメカニズムも分子レベルで解明
されており，筋ジストロフィーを始めとした全身性筋疾
患に対してこれら知見に基づいた新しい治療法の開発が
望まれている。
　私たちはこれまで，筋萎縮性疾患に対する新たな核酸
医薬開発のための基礎研究として，RNA干渉法を用い
た骨格筋形成抑制遺伝子であるマイオスタチンの発現制
御に焦点を当て，研究を進めてきた。そこで今回，個体
レベルでの骨格筋量調節の有効性が示唆されたので報告
し，今後の課題と展望についてまとめてみたい。
RNA干渉法
　RNA干渉法（RNA interference：RNAi）は，A. Fireと
C. Melloらにより1998年に線虫を用いた実験で初めて
見いだされた２本鎖 RNAによって引き起こされる遺伝
子配列特異的な発現抑制の現象であり 18-21），臨床応用へ
の期待が高まりつつある 22, 23）。また，この RNAiを遺伝
子医薬として応用する利点として，標的遺伝子とは無
関係の遺伝子発現に影響を及ぼすことのない高い特異性
が挙げられる。RNAiは 19～ 21塩基の small interfering 
RNA（以下 siRNAと略す）と呼ばれる二本鎖 RNAに
より，これと相同配列を有する標的遺伝子の発現が抑制
される現象である 19-21）。また全ヒトゲノム配列情報を基
に予測困難な問題を回避することができるため，迅速か
つ高効率なプロセスで治療法開発が可能になると予測さ
れることから，この現象を次世代の医療技術へ応用する
研究も各分野で急速に進められている 22, 23）。RNAiによ
る治療技術開発を進める上で，いかに血中や組織中での
siRNAの安定化を図るかが大きな壁となる。すなわち生
体内での siRNAのデリバリーや標的遺伝子の発現抑制，
あるいは生物学的効果の評価系の選択である。中でも最
大の問題点は，いかに高効率で，かつインターフェロン
や炎症性サイトカインなどの非特異的な生体反応を惹起
することなく siRNAをデリバリーできるかどうかであ
る。siRNAのデリバリーに関しては，例えばマウスの
尾静脈から合成 siRNAを短時間で注入するハイドロダ
イナミックス導入法の他，レトロウィルスやアデノ随伴
ウィルスなどのウィルスベクターに組み込んで作製した
siRNA発現ウィルスベクターを用いた導入法など，動物
個体レベルでも既に多くの試みがなされているが，臨床
応用可能な siRNAのデリバリー方法は未だ確立されて
いない。そこで，核酸医薬デリバリーシステムの開発が
進められる中，私たちは導入効率が高く，生体親和性物
質であるアテロコラーゲンおよびカチオン性リポソーム
に着目した。
　アテロコラーゲンはウシの真皮から抽出したⅠ型コ
ラーゲンを原料としており，ペプシン処理によって抗原
性を有する N-，C-両末端のテロペプタイドと呼ばれる
アミノ酸領域を切断して精製するため，生体へ投与して
も免疫応答の惹起や毒性を示す可能性はきわめて低い。
実際に軟組織陥凹部の補正修復などさまざまな医療現場
で使用されており，人体への安全性が確認されているバ
イオマテリアルである。アテロコラーゲンは低温（2－
10℃）では液体（ゲル状）であるため，核酸溶液と混合
することが可能である。また，アテロコラーゲンは正に
荷電しているため，負に荷電している核酸分子と静電気
的に結合して複合体を形成する 24）。すなわち，20塩基
前後の小さな核酸分子である siRNAとは，細胞に取り
込まれやすいナノサイズの粒子を形成すると考えられて
いる 25）。アテロコラーゲンを担体とした siRNAの導入
は，マウス皮下腫瘍や全身性転移癌に対する局所あるい
は全身性の siRNA導入実験においてすでにその有効性
が確認されている 26-28）。一方，カチオン性リポソームは，
生体膜と同じリン脂質二重膜構造を成しており，中性脂
質とともにカチオン性脂質が一定のモル比で存在し，正
電荷を有している。そのため，負電荷を持つ siRNAと
高い親和性を示す。siRNAとカチオン性リポソームを混
合することにより，siRNAを包含したリポソーム複合体
（siRNA-lipoplex）が形成される。siRNA-lipoplexは生体
内において siRNAの分解を防ぎ，細胞表面に到達する
とエンドサイトーシスにより細胞内へと取り込まれる。
その後，内包する siRNAを放出することにより細胞内
への siRNAの送達が行われる。カチオン性リポソーム
もアテロコラーゲンと同様，これまでに siRNAやプラ
スミド DNA，抗腫瘍薬など様々な物質の担体としてそ
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の有効性が報告されている。
　しかしながら，アテロコラーゲンやカチオン性リポ
ソームを用いたドラッグデリバリーシステムを筋肉に応
用した例は未だなく，本研究によって得られる新知見は
筋疾患に対する RNAi創薬の端緒となることが期待され
た。
マイオスタチンの機能
　マイオスタチン（別名 growth differentiation factor 8：
GDF8）は，細胞の増殖や分化機構に関与する TGF-β スー
パーファミリーに属する遺伝子として発見され，本遺
伝子を欠失したノックアウトマウスでは骨格筋量が野
生型同腹仔の２～３倍にまで増大することが報告されて
以来，骨格筋形成の抑制遺伝子として一躍注目されるよ
うになった 29）。骨格筋過形成を示す家畜牛 Piedmontese
（マイオスタチン遺伝子の1056番目のグアニンがアデニ
ンに点突然変異した結果，マイオスタチンタンパク成
熟領域内313番目のシステインがチロシンへと置換）や
Belgian Blue（マイオスタチン遺伝子の937番目から947
番目の11塩基欠失によるフレームシフトで，マイオス
タチンタンパク成熟領域が欠失）の報告からも 30-32），マ
イオスタチンが骨格筋形成の抑制遺伝子であることが強
く示唆された。また，ヒトではマイオスタチンの突然変
異をきたした男児の大腿および上腕の骨格筋に肥大が生
じたことが報告されている 33）。
　一方，筋細胞の増殖・分化過程においては，主に筋
分化制御因子であるMyoDファミリーに属する遺伝子
（MyoD，myogenin，Myf5およびMRF4）が各段階に応
じて発現し機能することが知られている 34, 35）。MyoD
ファミリーは bHLH（basic helix-loop-helix）構造をもつ
転写調節因子であり，さまざまな筋特異的遺伝子の転
写調節領域に直接結合することにより転写を活性化さ
せる 36, 37）。マイオスタチンは，細胞膜上のセリン／ス
レオニンキナーゼ型レセプターであるⅠ型（ALK5）お
よびⅡ型（ActRⅡ B）レセプターを活性化し，シグナ
ル伝達分子である Smad3を介してMyoDの作用を阻害
するため，筋分化を抑制することが明らかとなってい
る 38-42）。また別の作用機序として，マイオスタチンは細
胞周期を制御するサイクリン依存性キナーゼ阻害因子
p21の発現を特異的に誘導するため，サイクリン依存性
キナーゼ（Cdk2）の発現抑制と活性阻害を惹起し，さ
らに細胞増殖の調節因子である pRbの低リン酸化を生
じさせ，細胞周期の G1期での停止により筋芽細胞増殖
を抑制することが報告されている 43-46）。
　過去に私たちの研究グループでは，Belgian Blueと同
様のフレームシフト変異によるマイオスタチン点突然
変異型トランスジェニックマウスを作製し，このマウ
スの骨格筋がドミナントネガティブ作用によって明ら
かに増大することを証明した 34）。また，その骨格筋増
大の原因は筋線維肥大（hypertrophy）ではなく，筋細胞
増殖（hyperplasia）によるものであることを確認してい
る 34）。さらに，骨格筋の著しい萎縮を呈する caveolin-3
突然変異型トランスジェニックマウスに，このマイオ
スタチン突然変異型トランスジェニックマウスを交配さ
せると筋力の回復を示すマウスが出生することが報告さ
れた 47, 48）。また他の研究グループにおいて，筋ジストロ
フィーモデルマウスである mdxマウスにマイオスタチ
ン抗体を投与してその作用を阻害すると，骨格筋の再生
能力が高まり筋萎縮レベルの改善が認められるとの報告
がある 49）。これらのことから，マイオスタチンの機能を
阻害することによって骨格筋形成の調節が可能となり，
今後さまざまな筋疾患に対する治療として応用される可
能性が示唆された 50）。
RNA干渉法を用いた骨格筋量調節
１．アテロコラーゲンを用いた siRNA 導入
　骨格筋形成に関する研究が進められる中，Artazaらは，
マイオスタチン特異的 siRNA発現ベクターを作製し，
エレクトロポレーションにてこの siRNA発現ベクター
をラット前脛骨筋に導入したところ，マイオスタチンの
発現を効果的に抑制することを報告した 51）。従来，骨格
筋への siRNAの導入法にはエレクトロポレーション 52）
やウィルスベクター 53）が用いられてきたが，実際の臨
床応用を想定した場合，導入効率が高い反面，特殊な装
置の必要性や病原性，条件検討やベクターの作製が困難
であることなどが問題となる。
　この問題点を解決するべく，私たちの研究グループ
では為害性が少なく，かつ siRNA導入の有効性がす
でに確認されているアテロコラーゲン 26-28）を担体とし
て，マイオスタチン特異的二本鎖 siRNA（Mst-siRNA）
のマウス咬筋への局所導入をまず始めに行った。20週
齢の C57BL/6野生型マウス，筋ジストロフィーモデル
マウスである mdxマウス，および細胞骨格に関与する
caveolin-3遺伝子を欠失させた caveolin-3突然変異型トラ
ンスジェニックマウスを試料として用い，左側咬筋に
Mst-siRNAとアテロコラーゲンの複合体を導入した。ま
た，同一個体の右側咬筋にはネガティブコントロールと
して scrambled-siRNA（scr-siRNA）とアテロコラーゲン
の複合体を導入し，対照側として用いた。その結果，導
入から２週間後において，Mst-siRNAを導入した咬筋で
は顕著なマイオスタチンの発現抑制と骨格筋増大が認め
られた（図１Ａ）。さらに，骨格筋増大のメカニズムに
ついて組織学的解析にて検討したところ，対照側と比較
してMst-siRNAを導入した咬筋では各筋線維直径の増
加すなわち筋の肥大（hypertrophy）が認められた（図１
Ｂ，Ｃ）54, 55）。
　さらに，20週齢の野生型マウスと caveolin-3突然変異
型トランスジェニックマウスを用いて，眼窩静脈叢から
のMst-siRNA全身投与の有効性について検討した。対
照群には，scr-siRNAとアテロコラーゲンを混合して投
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与した。投与開始日を含め，２週間の実験期間内に計
４回 siRNAを全身投与し，最終投与を終えてから１週
間の待機期間を経て各種解析を行った。対照群に比べ，
Mst-siRNAを導入した個体の咬筋では，局所投与と同様
に筋線維の肥大傾向が認められた（図２Ａ，Ｂ）。さら
に興味深いことに，筋機能解析として前脛骨筋におけ
る筋張力試験を行ったところ，野生型マウスでは対照群
とMst-siRNA投与群の二群間に差は認められなかった
が，caveolin-3突然変異型トランスジェニックマウスで
は，対照群に比べMst-siRNAを導入すると約３倍の筋
張力を示した。これは，野生型マウスが示す筋張力の約
53％まで回復する結果となった（図２Ｃ，Ｄ）56）。
　過去の報告によると，骨格筋の hypertrophyには
筋衛星細胞や成長因子などの相互作用が関連してお
り 57-60），マイオスタチンは骨格筋の再生部位において発
現し 61, 62），筋衛星細胞数の制御に関わると考えられてい
る 63）。また，骨格筋はそれ自身がもつ収縮特性などが
運動負荷に対して敏感に反応し，筋量を増すことも知
られている 64）。したがって，Mst-siRNAを導入した骨
格筋では，マイオスタチンの発現抑制により筋衛星細
胞の自己複製能および細胞増殖抑制能が低下した結果，
hypertrophyが生じた可能性が考えられる。また，一般
に RNAi効果は導入後最大約１週間程度といわれている
が，標的とする細胞種や投与する siRNA濃度に大きく
依存することから，生体内における持続期間やノックダ
ウンレベルの詳細についても明らかにされていない。し
かしながら，私たちの研究では siRNA導入は１回のみ
であり，２週間を経過しても骨格筋増大が維持されてい
た。これは，siRNAをアテロコラーゲンとの複合体とし
て導入することによって，細胞への取り込み効率が高ま
るとともに細胞内における siRNAの半減期が延長され，
マイオスタチン遺伝子の発現を持続的かつ効果的に抑制
図１　アテロコラーゲンを用いた siRNA局所導入後に
おけるマウス骨格筋の形態および組織学的解析 
（Ａ）野生型マウス（WT）および mdxマウス（mdx）
における骨格筋の肉眼的所見。Mst-siRNAを導入
していない右側咬筋（control）と比較して，Mst-
siRNAを導入した左側同部位（Mst-siRNA）では
顕著な骨格筋増大が認められた。
（Ｂ）野生型マウス咬筋の HE染色像。controlに
比べMst-siRNAを導入した咬筋筋線維は，明ら
かに肥大傾向を示した（Bar：50 μm）。
（Ｃ）野生型マウス咬筋における筋線維直径の分
布様相と平均値。Mst-siRNAを導入した咬筋の筋
線維（33.6±1.5 μm）は，対照群（24.4±1.1 μm）
に比べて約 1.3倍増加していた（＊：p < 0.0001）。
グラフは，総筋線維数に対して各直径に分布する
筋線維数を％表示したものである（n=200）。
図２　アテロコラーゲンを用いた siRNA全身投与後に
おけるマウス骨格筋の形態および組織学的解析 
（Ａ）野生型マウス（WT）および caveolin-3突然
変異型トランスジェニックマウス（LGMD1C）に
おける骨格筋の肉眼的所見。controlと比較し
て，Mst-siRNAを全身投与したマウスでは顕著な
骨格筋増大が認められた。
（Ｂ）咬筋の HE染色像。controlに比べMst-siRNA
を投与したマウス咬筋の最大直径部における筋線
維は，明らかに肥大傾向を示した（Bar：50 μm）。
（Ｃ）（Ｄ）前脛骨筋における筋張力試験。WTで
は control群とMst-siRNA投与群の二群間に差は
認められなかったが，LGMD1Cでは control群に
比べMst-siRNAを投与すると約３倍の筋張力を
示し，WTの示す筋張力の約 53％まで回復した
（＊＊：p < 0.05）。
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したためと考えられる。
２．カチオン性リポソームを用いた siRNA 導入
　アテロコラーゲンは非常に高価な薬物であり，臨床
において多量の投与が必要となることを考慮するとコス
ト面での欠点を有している。そこで，私たちはアテロコ
ラーゲンに替わる新規の薬物輸送単体としてカチオン性
リポソームに着目した。カチオン性リポソームは，アテ
ロコラーゲンと比較して調製が容易で安価であるという
利点を有するため，カチオン性リポソームによるMst-
siRNAの導入効果が得られれば，Mst-siRNAの臨床応用
の可能性がさらに高まるのではないかと考えた。
　20～ 25週齢の C57BL/6野生型マウスおよび筋ジス
トロフィーモデルマウスである mdxマウスを試料とし
て，左側咬筋にMst-siRNAとカチオン性リポソームの
複合体（Mst-siRNA-lipoplex）を局所導入した。また，同
一個体の右側咬筋にはネガティブコントロールとして
scr-siRNAとカチオン性リポソームを導入し，対照側
として用いた。その結果，導入から１週間後において
Mst-siRNA-lipoplexを導入した咬筋では，アテロコラー
ゲンを担体に用いた場合と同様に顕著なマイオスタチ
ンの発現抑制と，筋分化制御因子であるMyoDおよび
myogeninの有意な発現レベルの上昇に伴う筋線維の肥
大が認められた（図３Ａ，Ｂ，Ｃ）。また，mdxマウス
の骨格筋においては筋線維の変性・壊死に伴い，筋線維
中に存在する未分化幹細胞の脂肪組織への分化が亢進す
ると考えられていることから，Mst-siRNA-lipoplex導入
による脂肪分化に対する影響を検討した。その結果，対
照側に比べMst-siRNA-lipolex導入側において，脂肪分
化マーカーである PPARγおよび CEBPαともに有意な発
現レベルの低下を認めた。すなわち，mdxマウスでは骨
格筋の再生促進に伴って脂肪分化が抑制されている可能
性が示唆された。
　一方で，筋線維に肥大が生じた場合には，筋組織の肥
大という形態的増大に見合う機能の発達が期待される。
私たちは，Mst-siRNA-lipoplex導入による筋機能に対す
る影響を検討するため，マウス咬筋の機能的評価として
テレメトリーシステムを用いて咬筋筋電図の終日測定を
行った。その結果，野生型マウスの咬筋活動レベルは導
入前後で変化を認めなかったが，mdxマウスではMst-
siRNA-lipoplex 導入後，筋電図波形の振幅最大値（peak 
activity）と，安静時活動レベルにおける筋活動量の増加
傾向を認めた（図３Ｄ）65）。筋力と筋の断面積が高い相
関を示すとした報告もあり 66），今回の結果は筋線維の肥
大に伴う筋活動量の増加を示すことで一致していること
から，カチオン性リポソームを用いたMst-siRNAの導
入は，骨格筋量の調節のみならず筋機能も回復しうる可
能性が示唆された。
　今後，臨床応用していく上で，Mst-siRNA-lipoplexの
全身投与における導入効率や表現型として現れるまでの
期間，筋機能の回復，さらには筋萎縮性疾患の最終的な
致死要因となる骨格筋以外の心筋や呼吸筋への影響につ
いても解析が必要であり，これについては現在検討中で
ある。
図３　カチオン性リポソームを用いた siRNA局所導入
後におけるマウス骨格筋の形態および組織学的解
析
（Ａ）野生型マウス（WT）および筋ジストロフィー
モデルマウス（mdx）骨格筋の肉眼的所見。Mst-
siRNAを導入していない右側咬筋（control）と比
較して，Mst-siRNAを導入した左側同部位（Mst-
siRNA）では顕著な骨格筋増大が認められた。
（Ｂ）咬筋横断面の HE染色像。controlに比べMst-
siRNAを導入した咬筋（Mst-siRNA）の筋線維は，
明らかに肥大傾向を示した（Bar：50 μm）。
（Ｃ）各筋線維断面積の分布様相。Mst-siRNAを
導入した咬筋の筋線維断面積は，controlに比べ
肥大傾向を示した。グラフは，総筋線維数に対し
て各断面積に分布する筋線維数を％表示したもの
である（n=200）。
（Ｄ）マウス咬筋の機能的評価。WTおよび mdx
の咬筋活動レベル。WTの咬筋活動レベルは導
入前後で変化を認めなかったが，mdxではMst-
siRNA導入後，筋電図波形の振幅最大値（peak 
activity）と安静時活動レベルにおける筋活動量の
増加傾向を認めた。
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お わ り に
　デュシェンヌ型筋ジストロフィーを中心とした筋ジス
トロフィーの原因遺伝子を元通りに修復する根本的治療
法が未だ開発中の現在，私たちは，RNAiを用いたマイ
オスタチン遺伝子の発現制御が新たな筋組織の再生促進
法として有効な手段となりうることを今回報告した。こ
の治療法は，決して症状を完治するものではなく，また
変異遺伝子を正常にするわけではないが，筋細胞を守る
機能はいくらか残すことが可能となるため病状は軽くな
り，延命効果も得られるのではないかと考えられる。
　今後，このような技術が直接生体に対して応用できる
新たな治療法として発展し，非侵襲的かつ安全に行うこ
とが可能となれば，骨格筋異常を伴う種々の疾患に対す
る RNAi創薬の可能性がますます広がるものと期待され
る。
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